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将 苏 云 金 杆 菌 〈 Bacilius thuringiensis，Bt) 杀 虫 晶体 明白 (insecticidal crystal protein，ICP) 基因 转 入 棉花 植 
株 中 获得 的 抗 虫 棉花 《下 略为 Bt 棉 )， 为 棉花 害虫 综合 防治 开辟 了 新 的 途径 。Ht 棉 除 具有 丰产 性 、 纤 维 品 质 
好 和 对 靶 标 害虫 的 良好 控制 作用 等 特性 外 ， 更 重要 的 应 用 价值 在 于 其 高 杀 虫 效果 与 维护 生态 环境 的 协调 发 展 
的 良性 作用 上 。 但 研究 结果 已 表明 ， 害 虫 对 B ICP 的 抗 性 适应 ， 将 严重 威胁 Bt 棉 的 使 用 寿命 5” 。 已 有 的 报 
道 证 明 ， 将 两 种 不 同 作 用 机 制 的 杀 虫 基因 转 入 植物 并 同时 表达 ， 不 仅 比 转 单一 基因 植物 的 抗 虫 性 有 很 大 提 
高 ， 而 且 在 延缓 害虫 抗 性 发 展 上 显示 出 良好 的 应 用 前 景 *4 。 我 国 继 自主 研制 的 Bt 棉 商 业 化 应 用 后 , 转 Bt 与 
列 豆 胰 和 皇 白 酶 抑制 剂 〈cowpea trypsin inhibitor，CpTI) 的 双 基 因 抗 虫 棉 花 也 已 经 研制 成 功 并 进入 田间 试验 5” 。 
本 文 作者 报道 了 转 双 基 因 抗 虫 棉 对 棉铃 虫 Helicoverpa armigera 不 同 抗 性 品系 的 抗 虫 效 果 ， 以 及 转基因 棉 叶 中 
Bt 后 白 表 达 量 与 杀 虫 活性 的 相关 性 ， 以 期 为 转 双 基因 抗 虫 棉 在 害虫 抗 性 治理 中 的 作用 评价 提供 参考 依据 。 


1 材料 和 方法 


1.1 供 试 棉花 

转 ByCpTI 双 基 因 棉 花 “SGK-321”( 简 称 双 价 棉 ) 和 转 Bt 单 基 因 棉 花 “GKI2”( 简 称 Bt 棉 ) 含 相同 Ht 基 
因 5 ， 由 中 国 农业 科学 院 生物 技术 研究 所 提供 。 和 常规 棉花 “492” (简称 常规 棉 )， 为 河北 省 市 售 棉 种 。 供 试 
棉花 于 1999 年 4 月 30 日 播种 于 中 国 农业 科学 院 植 物 保护 研究 所 试验 田 ， 常 规 栽培 管理 ， 不 使 用 任何 农药 。 
1.2” 供 试 棉铃 虫 

1996 年 6 月 下 旬 从 河北 、 河 南 和 山东 3 省 6 县 (市 ) 采集 棉铃 虫 成 由 ， 将 其 后 代 混 合 分 为 对 照 品 系 和 抗 
性 品系 两 组 定向 培育 ， 前 者 用 人 工 饲 料 常规 饲养 * ， 后 者 用 转 Cry1A 型 Bt ICP 基因 烟草 汰 选 18 代 后 ， 再 用 
含 CryIAc 的 10% MVPII 水 剂 汰 选 5 代 ， 共 汰 选 23 代 ， 与 同 源 对 照 品 系 比较 对 CryIAc 有 16 倍 抗 性 。 
1.3 测定 方法 

在 6 月 中 、6 月 底 、7 月 底 和 8 月 下 旬 ， 分 别 采集 双 价 棉 、Bt 棉 和 和 常规 棉 各 20 株 的 顶部 向 下 第 3 片 真 叶 ， 
取 下 每 片 叶 中 0.4 mg 的 叶片 ， 分 别 用 酶 联 免 疫 学 测定 方法 (ELISA)7” 和 水 解 N- 苯 甲 酰 -L- 精 氨 酸 乙 酯 
CBAEE) 法 :检测 棉 叶 中 Bt ICP 和 CpTI 的 表达 量 。 叶 片 其 余部 分 用 0.1% 次 氯 酸 钠 溶 液 消毒 5 min 后 ， 清 水 冲 
洗 并 晾 干 ， 分 成 3 小 片 分 别 放 入 直径 5 cm 的 双 层 血 中 ， 每 下 工 小 片 ， 接 入 棉铃 虫 工 日 龄 幼虫 〈 初 旺 幼虫 在 人 
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工 饲料 中 取 食 1 天 ) 3 头 , 每 15 头 为 1 个 处 理 ， 每 处 理 4 次 重复 ， 共 60 头 。 接 虫 后 将 培养 下 上 加 保鲜 膜 并 加 
盖 ， 用 橡皮 筋 勒 紧 后 ， 置 于 (27+ 上 1)%、 光 周期 16L:8D 的 培养 箱 中 。 处 理 3 天 后 检查 幼虫 死亡 率 ， 并 将 存 
活 幼 虫 用 与 上 述 相同 方法 处 理 的 各 新 鲜 棉 叶 继续 单 头 饲养 至 第 6 天， 检查 幼虫 死亡 率 。 棉 蔓 的 测定 : 采集 各 
棉 株 项 部 蕃 〈14~ 16 mm)， 每 严 工 蔓 ， 其 余 处 理 方法 和 条 件 与 棉 叶 相同 。 对 不 同 处 理 间 平均 数 的 差异 显著 性 
比较 采用 HSD 测验 。 
1.4 抗 虫 级 别 划 分 标准 

根据 杨 雪 梅 等 抗 虫 棉 棉 时 室内 测定 分 级 标准 : 用 工 日 龄 幼虫 测定 3 天 后 的 校正 死亡 率 > 60% 为 “ 特 高 
抗 ””40% ~ 60% 为 “高 抗 ””20% ~ 40% 为 “ 抗 ”” < 20% 为 “中 抗 ”， 与 对 照 品系 相同 为 “敏感 ”。 





2 ”结果 与 分 析 


2.1 不 同 生长 期 双 价 棉 和 Bt 棉 叶 片 对 棉铃 虫 的 抗 性 

表 1 为 两 种 转基因 棉 棉 时 对 棉铃 虫 T 日 龄 幼虫 的 抗 性 调 定 结果 。6~ 7 月 用 双 价 棉 处 理 对 照 品系 棉铃 虫 的 
校正 死亡 率 都 在 80% 以 上 ， 抗 虫 等 级 均 为 “ 特 高 抗 ”， 同 期 用 Bt 棉 处 理 的 幼虫 校正 死亡 率 为 59.1% ~ 94%， 
抗 虫 等 级 处 于 “ 特 高 抗 ” 和 “高 抗 ”之 间 。8 月 下 旬 和 9 月 上 旬 ， 双 价 棉 的 抗 虫 效 果 仍 为 “高 抗 ” 而 Bt 棉 
则 降 为 “ 抗 ”。 


表 1 两 种 转基因 棉 棉 叶 对 棉铃 虫 的 抗 性 * 
Table 1 Resistance of leaves from different transgenic cottons to H. armigera larvae 


1 日 龄 幼 虫 校正 死亡 率 (%%) 抗 虫 等 级 @ 
测定 时 间 (日 /月 ) 


处 理 Corrected mortality of 1-day-old larva Resistant grade 
Determined time + 
et ( day fmonth) 抗 性 品系 允 恨 品系 i 人 全 和 
Resistant strain Control Resistant strain Control 
双 价 棉 Q 19/6 80.0+ 3.2 一 特 高 抗 ESR 
TEG cotton 30/6 97.7+2.3 96.2+1.0 特 高 抗 ESR 特 高 抗 ESR 
2977 75.5+5.8 90.2+4.9 特 高 抗 ESR 特 高 抗 ESR 
20/8 46.6+ 6.7 57.9+7.8 高 抗 SR 高 抗 SR 
10/9 = 47.3+ 10.4 一 高 抗 SR 
Bt 棉 19/6 -= 77.5+3.0 特 高 抗 ESR 
Bt cotton 30/6 94.7+2.3 93.9+3.8 特 高 抗 ESR 特 高 抗 ESR 
2977 47.9+4.6 59.1+8.8 高 抗 SR 高 抗 SR 
20/8 7.8+2.0 36.1+6.3 中 抗 WR 抗 RR 
10/9 = 33.4+7.3 一 抗 R 


x* 表 中 数据 是 平均 值 + 标准 误 The data in the table indicate mean + SE; QDThe cotton with two exotic genes《Bt and CpT1). 下 表 同 


The same for the following tables; @ESR = extrastrong resistance, SR = strong resistance, R = resistance and WR = weak resistance 


6~ 8 月 用 双 价 棉 处 理 抗 性 品系 棉铃 虫 的 校正 死亡 率 分 别 为 和 47% ~ 98%， 处 在 “ 特 高 抗 ” 和 “高 抗 ” 苑 
围 ， 同 期 用 Bt 槐 处 理 的 幼虫 校正 死亡 率 分 别 为 0.7%、 季 .9 和 和 7.8 和 色 ， 抗 虫 等 级 分 别 为 “ 特 高 抗 “ 高 抗 ” 
和 “中 抗 ”。 

以 上 结果 表明 ， 双 价 棉 在 棉花 生长 季节 可 保持 “高 抗 ” 和 “ 特 高 抗 ” 的 杀 虫 等 级 ， 杀 虫 效果 明显 高 于 Bt 
棉 ， 特 别 是 对 抗 性 品系 也 可 保持 “高 抗 ”以 上 等 级 。 
2.2 双 价 棉 和 Bt 棉 棉 营 对 棉铃 虫 不 同 抗 性 品系 的 杀 虫 活性 

在 7、8 月 份 ， 用 两 种 转基因 棉 的 棉 蓉 分 别 饲 养 不 同 品 系 棉铃 虫 3 天 后 ， 双 价 棉 对 抗 性 品系 和 对 照 品系 
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的 校正 死亡 率 差 异 不 显著 。 在 同一 时 间 用 Ht 棉 蓄 处 理 的 抗 性 品系 校正 死亡 率 显著 低 于 对 照 品系 〈 表 2)。 从 
表 2 可 以 看 出 ， 双 价 棉 棉 蕾 对 抗 性 品系 的 杀 虫 活性 也 明显 高 于 Bt 棉 。 


表 2 转基因 棉 棉 车 对 棉铃 虫 的 杀 虫 活性 (校正 死亡 率 , % ) 
Table2 Corrected mortality of H. armigera larvae feeding on buds from the transgenic cottons 








测定 时 间 (日 /月 ) 双 价 棉 TEG cotton Bt 棉 Bt cotton 
Determined time 对 照 品系 抗 性 品系 对 照 品系 抗 性 品系 
Cdayf month ) Control Resistant strain Control Resistant strain 
20 /7 80.1+5.4 63.3+1.9 74.3+8.0 43.3+3.4* 
18/8 69.8+11.5 S54.1 +4.8 60.0+11.1 31.0+5.7* 


< 与 对 照 品 系 相 比 ， 差 异 显著 〈P < 0.05，HSD 测验 )， 下 同 
Significant difference from the control strain (P< 0.05, HSD). The same for the following table 


2.3 双 价 棉 和 Bt 棉 叶 片 对 棉铃 虫 不 同 抗 性 品系 的 杀 虫 活性 与 其 Bt 蛋白 表达 量 

用 ELISA 方法 测定 两 种 转基因 棉 的 Bt ICP 的 表达 量 ， 结 果 见 表 3。 在 同一 个 月 份 ， 双 价 棉 和 Bt 棉 的 杀 虫 
晶体 熏 白 表达 量 没有 显著 差异 ， 且 都 随 着 棉花 生长 期 的 推进 呈 相 似 的 下 降 趋 势 。 杀 虫 活 性 测定 结果 显示 ， 在 
6 月 .7 月 和 8 月 ， 棉 铃 虫 抗 性 品系 连续 取 食 双 价 槐 6 天 的 校正 死亡 率 与 对 照 品系 的 校正 死亡 率 没 有 显著 差 
异 。 但 取 食 Bt 杭 的 抗 性 品系 在 7 月 和 8 月 的 校正 死亡 率 显 著 低 于 对 照 品系 的 相应 值 。 

从 表 3 中 还 可 看 出 ， 双 价 棉 和 Ht 棉 的 杀 虫 活性 变化 趋势 均 与 熏 白 表达 量 有 关 ， 即 随 着 Bt ICP 表达 量 
的 由 多 到 少 ， 杀 虫 活性 也 由 高 变 低 ， 但 双 价 棉 杀 虫 活 性 变化 幅度 比 Bt 棉 小 。 


表 3 转基因 棉 叶 Bt 蛋白 表达 量 及 其 杀 虫 活性 
Table 3 Mortality of H. armigera larvae feeding on leaves from the transgenic cottons 


and expressing level of Bt ICP in the leaves 


Bt 蛋白 表达 量 (ngyg 鲜 叶 ) 


校正 死亡 率 Corected mortality( 名) 
测定 时 间 (日 /月 ) Content of Bt ICP (ng/g leaves) 














Determined time 双 价 棉 TEG cotton Bt 棉 Bt cotton 
(day/month) 双 价 机 Bt 棉 
7 对 照 品系 抗 性 品系 对 照 品系 抗 性 品系 
TEG cotton Bt cotton 
Control Resistant strain Control Resistant strain 
20/6 四 982.1+20.9 100 100 100 05.6+4.2 
15/17 379.1 + 6.8 410.3+10.7 906.7+3.3 88.0+ 6.8 76.9+4.6 58.3+4.2* 
20 /78 332.7+43.3 314.2+ 18.1 66.1+6.9 56.7+8.1 39.1+5.0 18.8+2.0* 
719 40.0 + 43.7 32.1 +21.4 53.3+5.9 一 36.8+5.6 = 一 


用 BAEE 法 测定 双 价 棉 中 现 豆 胰 蛋 白 酶 抑制 剂 CCPTI) 含量 ， 在 苗 期 每 克 鲜 时 的 含量 达 111.8 ng， 并 且 
随 着 棉花 生长 发 育 时 间 的 推 延 有 逐渐 升 高 的 趋势 ， 而 常规 棉 和 Bt 棉 中 几乎 没有 CpTI 蛋白 表达 。 这 表明 生物 
测定 中 双 价 棉 对 抗 性 品系 杀 虫 活性 显著 高 于 Ht 棉 的 结果 ， 与 双 价 基因 共同 发 挥 作 用 密切 相关 。 


3 讨论 
转 B 基因 棉花 对 棉铃 虫 的 杀 虫 活性 随 棉花 的 生长 发 育 而 变化 ， 从 6 月 至 8 月 逐步 下 降 C2zl 。7 月 和 8 月 


正 是 田间 3 代 和 4 代 棉 铃 虫 为 害 时 期 ， 因 此 抗 虫 棉 杀 虫 活性 的 降低 为 害虫 的 取 食 和 存活 提供 了 机 会 ， 也 增加 
了 害虫 产生 抗 性 适应 的 机 会 。 本 研究 结果 证 明 ， 在 7 月 和 8 月 ， 双 价 棉 对 棉铃 虫 敏感 品系 和 抗 性 品系 的 抗 虫 
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效果 均 可 分 别 保持 “ 特 高 抗 ” 和 “高 抗 ” 水 平 ， 显 示 了 双 价 棉 杀 虫 活性 的 明显 优势 。 对 双 价 棉 和 Bt 棉 的 Bt 
ICP 和 CPTI 表达 量 测定 结果 ， 证 明了 双 价 棉 高 抗 虫 活性 的 内 在 基础 。 作 者 在 研究 转 双 、 单 基因 棉 对 棉铃 虫 不 
同龄 期 幼虫 的 杀 虫 活性 及 其 对 生长 发 育 影响 的 试验 中 还 发 现 ， 双 价 棉 在 对 抗 性 品系 不 同龄 期 幼虫 杀 虫 活性 、 
存活 虫 体重 、 化 肾 率 和 羽化 率 等 的 后 续 影 响 也 明显 大 于 Bt 棉 《 男 文 发 表 )。 因 此 ， 双 价 棉 在 对 害虫 抗 性 治理 
中 的 应 用 价值 ， 不 仅 在 于 可 保持 对 已 具有 一 定 抗 性 水 平 的 靶 标 害虫 的 高 杀 忠 效果 ， 还 可 因 其 同时 表达 两 个 不 
同 作 用 机 制 的 杀 虫 基因 ， 使 害虫 对 其 难以 产生 抗 性 适应 而 延缓 抗 性 的 发 展 。 

随 着 棉花 生长 期 的 推进 ， 棉 铃 虫 可 在 棉花 不 同 器 官 上 取 食 为 害 。 有 关 研 究 结果 表明 ， 由 于 Bt ICP 的 表达 
量 在 抗 虫 槐 的 不 同 器 官 中 存在 差异 ” ， 因 此 造成 转基因 抗 虫 棉 不 同 器 官 、 不 同 部 位 的 杀 虫 活性 存在 差异 。 
棉铃 虫 在 抗 虫 棉 上 取 食 时 ， 可 能 趋向 于 Bt ICP 食量 较 低 的 部 位 ， 以 增加 其 取 食 、 存 活 机 会 。 本 研究 结果 表 
明 ， 双 价 棉 棉 蓄 的 杀 虫 活性 亦 显著 高 于 B 棉 ， 此 外 ， 作 者 对 双 价 棉 的 花 和 铃 的 杀 虫 活性 初步 测定 结果 表明 
其 活性 亦 高 于 Bt 棉 ， 将 进行 进一步 的 系统 测定 ， 如 试验 结果 得 到 验证 ， 则 双 价 棉 各 个 器 官 将 显著 降低 靶 标 
害虫 取 食 存活 的 机 率 ， 有 利于 延长 Bt 棍 的 使 用 寿命 。 


致谢 ” 陈 兰 珍 同 学 参加 了 部 分 生物 学 测定 工作 ， 特 此 致谢 ! 
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